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RESUMEN 
 
 
El objetivo del presente estudio fue determinar la actividad inhibitoria de la fracción alcaloidal de 
Phaedranassa brevifolia, sobre las enzimas acetilcolinesterasa (AChE) y butirilcolinesterasa 
(BuChE), tomando en cuenta que Phaedranassa brevifolia es una especie endémica del Ecuador 
perteneciente a la familia Amaryllidaceae. A partir del extracto bruto obtenido por maceración del 
bulbo seco y triturado en metanol, se realizó la extracción de alcaloides mediante un protocolo basado 
en cambios de pH y uso de solventes orgánicos. La determinación de la actividad inhibitoria fue 
desarrollada en base a la metodología de Ellman et al con modificaciones, empleando galantamina 
como compuesto de referencia. Se realizaron curvas de inhibición enzimática y a partir de la ecuación 
de la recta obtenida se calculó el IC50 como media de tres repeticiones individuales, cada una por 
triplicado. Además se identificaron los alcaloides presentes en la muestra mediante el análisis de 
Cromatografía de Gases acoplado a Espectrometría de Masas, lo que permitió evidenciar la existencia 
de 11 alcaloides, de los cuales existen 4 compuestos no identificados, m/z 303*a; [M=303]*b, m/z 
303*a; [M=273]*b,  m/z 109 (homolycorina-tipo), m/z 125 (homolycorina-tipo), siendo el de 
abundancia significativa m/z 303*a; [M=303]*b (33,49%) y 7 identificados, pancratinina C, 
haemantamina, vittatina/crinina, galantamina y el más abundante dentro de este grupo es 11-
hydroxivittatina/hamayna (18,80%). Los resultados obtenidos mostraron que el extracto alcaloidal de 
Phaedranassa brevifolia presentó un IC50 de 3,45±0,29 μg/mL para acetilcolinesterasa y un IC50 de 
58,89±0,55 μg/mL para butirilcolinesterasa, en referencia a galantamina que presenta valores de IC50 
de 0,30±0,02 μg/mL para AChE y para BuChE un IC50 de 5,00±0,36 μg/mL. Frente a ambas 
colinesterasas, el extracto alcaloidal de Phaedranassa brevifolia presenta una alta actividad 
inhibitoria. Finalmente, se recomienda realizar más estudios fitoquímicos y de actividad biológica 
debido al particular perfil fitoquímico que presenta la especie Phaedranassa brevifolia.  
 
 
Palabras clave: <BIOQUÍMICA>,  <FITOQUÍMICA>, <BULBO (Phaedranassa brevifolia)>, 
<ALCALOIDES>, <GALANTAMINA>, <ENFERMEDAD DE ALZHEIMER>, 
<COLINESTERASA>, <ACVTIVIDAD INHIBITORIA >, <AMARYLLIDACEAE>. 
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SUMMARY 
 
The objective of the present study was to determine the inhibitory activity of the alkaloidal fraction 
of Phaedranassa brevifolia, on the acetylcholinesterase enzymes (ACHE) and butyrylcholinesterase 
(BuChE), taking into account that Phaedranassa brevifolia is an endemic species of Ecuador 
belonging to the Amaryllidaceae family. From the crude extract obtained by the dry bulb maceration 
and crushed in methanol, the extraction of alkaloids was carried out by means of a protocol based on 
pH changes and the use of organic solvents. The determination of the inhibitory activity was 
developed in based of the Ellman methodology et al with modifications, using galantamina as a 
reference compound. Enzymatic inhibition curves were made and from the equation of the obtained 
line the IC50 was calculated as an average of three individual repetitions, each one in triplicate. In 
addition, the alkaloids present in the sample were identified through the analysis of Gas 
Chromatography coupled to Mass Spectrometry, which allowed to show the existence of 11 alkaloids, 
of which there are 4 unidentified compounds,  m/z 303*a; [M=303]*b, m/z 303*a; [M=273]*b, m/z 
109  (homolycorin-type),  m/z  125 (homolycorin-type), with significant abundance in m/z  303*a; 
[M=303]*b (33,49%) and 7 identified, pancratinin C, haemantamine, vittatin/crinin, galantamina and 
the most abundant within this group is   11-hydroxyvittatin / hamayna (18.80%). The obtained results 
showed that the alkaloidal extract of Phaedranassa brevifolia presented  an  IC50 of  3,45±0,29 μg/mL 
for acetylcholinesterase and an   IC50 of 58,89±0,55 μg/mL for butyrylcholinesterase, in reference to 
galantamina that presents IC50 values of 0,30±0,02 μg/mL for Ache and for BuChe an IC50 of  
5,00±0,36 μg/mL. In front of both colinestrases, the alkaloidal extract of Phaedranassa brevifolia 
shows a high inhibitory activity. Finally, it is recommended to carry out more phytochemical studies 
and biological activity due to the particular phytochemical profile of the species Phaedranassa 
brevifolia. 
 
Key words: <BIOCHEMISTRY>, <PHYTOCHEMICAL>, <BULB (Phaedranassa brevifolia)>, 
<ALKALOIDS>, <GALANTAMINE>, <ALZHEIMER’S DISEASE>, <CHOLINESTERASE 
INHIBITORS>, <INHIBITORY ACTIVITY>, <AMARYLLIDACEAE>. 
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INTRODUCCIÓN  
 
 
La enfermedad de Alzheimer (EA) es la demencia más común relacionada con la edad o 
envejecimiento, se caracteriza por una neurodegeneración progresiva del sistema nervioso central que 
eventualmente conduce a una disminución gradual de la función cognitiva y la demencia. (Rudolph E. 
Tanzi and Sangram S. Sisodia, 2007; Dubois et al., 2016). 
Según la Organización Mundial de la Salud (OMS), la demencia afecta a 50 millones de personas en 
todo el mundo, de los cuales cerca del 60% viven en países con ingresos bajos y medios. De igual 
manera la OMS señala que cada año se registran alrededor de 10 millones de nuevos casos. Asimismo, 
se calcula que la población de 60 años o más, sufre demencia en determinada etapa de su vida en un 
5% y 8%. Se prevé que el número de personas con demencia aumente a 82 millones en 2030 y 152 
millones en 2050. Otras formas frecuentes son: la demencia por cuerpo de lewy, demencia vascular 
y un grupo de enfermedades que pueden contribuir a la demencia frontotemporal (Centro Nacional de 
Información de Ciencias Médicas, 2018). 
En el Ecuador no existen estadísticas puntuales acerca de la población que sufre la EA ya que la 
pérdida de memoria se considera como normal entre los adultos mayores, debido al existente 
desconocimiento sobre la prevención y determinación a tiempo de los síntomas de EA ya que no es 
un proceso normal del envejecimiento (Soria, 2016). 
Estudios indican que, en el hospital del IESS de la provincia de Pichincha, en el área de neurología, 
de cada 15 pacientes, 5 sufren demencia. Esta condición aparece con frecuencia a partir de los 60 
años, debido a causas seniles como el Alzheimer en un 80%. Por otro lado, la Universidad Central 
del Ecuador ha realizado un estudio de prevalencia en la provincia de Pichincha, en el que se 
analizaron a 402 adultos mayores de los cuales 146 presentaron resultados positivo para el deterioro 
cognitivo (Espinosa et al., 2014).Sin embargo, en el Ecuador existen aproximadamente en el 2010, 74.000 
personas que sufren algún tipo de demencia. En base a este número de personas se realiza diversas 
proyecciones y se estima que para el 2050 existan 356.000 personas con demencia, por lo tanto el 
porcentajede incremento entre los años 2010 y 2050 es de 381%.(Wilson Hinojosa, 2017) 
Las terapias aprobadas actualmente son tratamientos sintomáticos que tienen algún efecto sobre la 
función cognitiva. Las terapias dirigidas al β-amiloide han sido el enfoque para desarrollar un 
tratamiento de modificaciones de la enfermedad para la EA (Fish et al., 2018), por lo que la FDA somete 
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a un análisis de acoplamiento a los mejores fármacos seleccionados, para verificar su afinidad de 
unión contra AChE (Hassan et al., 2018). 
La acetilcolinesterasa es un miembro de la proteína α/β hidrolasa, con un papel importante en la 
neurotransmisión mediada por acetilcolinesterasa; por lo tanto, la mayoría de los tratamientos 
farmacológicos están enfocados a la inhibición de las enzimas acetilcolinesterasa y 
butirilcolinesterasa jugando un papel fundamental en la neurotransmisión colinérgica en el cerebro 
reduciendo el metabolismo de acetilcolina (Li et al., 2017; Hassan et al., 2018).  
Durante las últimas décadas, las mejores potencias mundiales están a la vanguardia del 
descubrimiento de fármacos en todas las disciplinas. Mediante las plantas se ha obtenido un número 
significativo de medicamentos exitosos, así las especies de Amaryllidaceae contienen una serie de 
fitoconstituyentes importantes que se han distinguido por su actividad biológica y por ende son una 
alternativa importante en el tratamiento del Alzheimer. (Nair and Staden, 2018). 
La familia Amaryllidaceae tiene alrededor de 70 géneros y 1600 especies, siendo consideradas las 
nuevas fuentes inhibitorias de AChE, principalmente en el reino vegetal (Acosta, 2014). Actualmente, 
más de 300 alcaloides se han aislado de esta familia y se han podido clasificar en 9 subgrupos 
principales homogéneos de forma esquelética (Cortes et al., 2015), considerando a la galantamina como 
uno de los metabolitos más destacados (Elisha et al., 2013) debido a su acción sobre el sistema nervioso 
central, y su carácter selectivo hacia las enzimas AChE y BUChE logrando potenciar la función 
colinérgica central, este Fármaco fue aprobado por la FDA como tratamiento para la EA (Ortiz et al., 
2012). 
Ecuador es uno de los 17 países megadiversos del mundo, siendo el más rico en biodiversidad de 
flora y fauna, cuya distribución en el país es amplia ya que existen 36 especies, siendo 15 de estas 
endémicas del Ecuador (Oleas, Meerow and Francisco-ortega, 2013). 
Entre los géneros de Amaryllidaceae se encuentra Phaedranassa que presenta 8 especies endémicas 
del Ecuador (Nora H. Oleas, ALAN W. Meerow, 2012), siendo una de ellas, Phaedranassa brevifolia especie 
en peligro de extinción, debido a que su población se ve afectada por la agricultura y ganadería (Oleas 
et al., 2014). 
Este estudio aporta de manera positiva al Programa Iberoamericano de Ciencia y Tecnología para el 
Desarrollo ¨ CYTED¨, siendo la línea de investigación ¨ La biodiversidad Iberoamericana como Fuente 
de Recursos Naturales para una Explotación Sostenible¨ ¨BIFRENES¨, por lo que los resultados 
obtenidos podrán emplearse como fuente bibliográfica para el desarrollo de nuevas investigaciones. 
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El objetivo de este trabajo de titulación es determinar la actividad inhibitoria de la fracción alcaloidal 
del Phaedranassa brevifolia, sobre las enzimas acetilcolinesterasa y butirilcolinesterasa, tomando en 
cuenta que Phaedranassa brevifolia es propia del Ecuador ubicada en la provincia de Imbabura y de 
esta manera contribuir a la investigación en nuestro país y a la búsqueda de posibles mejoras en el 
tratamiento de la EA. 
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OBJETIVOS DE LA INVESTIGACIÓN 
 
Objetivo General: 
 
 Determinar la actividad inhibitoria de la fracción alcaloidal de Phaedranassa brevifolia 
sobre las enzimas acetilcolinesterasa y butirilcolinesterasa  
 
Objetivos Específicos: 
 
 Extraer la fracción alcaloidal del bulbo de Phaedranassa brevifolia, mediante procesos 
basados en cambios de pH y el uso de solventes orgánicos. 
 
 Determinar la actividad inhibitoria media IC50 de la fracción alcaloidal de Phaedranassa 
brevifolia, a través del método Ellman et al con modificaciones. 
 
 
 Identificar los alcaloides presentes en el extracto obtenido mediante cromatografía de gases 
acoplada a espectrometría de masas. 
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CAPÍTULO I 
 
 
1. MARCO TEÓRICO REFERENCIAL 
 
1.1 Enfermedad de Alzheimer 
 
1.1.1 Historia 
 
La enfermedad de Alzheimer (EA) fue descrita en 1906 por el médico alemán Alois Alzheimer, quien 
fue patólogo y psiquiatra. Cuando el doctor Alzheimer estudia el cerebro de Augusta una mujer de 
51 años que ingresó al Hospital de Frankfurt en 1901, con un cuadro clínico, cuyas manifestaciones 
fueron: delirio, pérdida de memoria, alucinaciones, desorientación en tiempo y espacio, paranoia, 
alteraciones de conducta, un grave trastorno de lenguaje y finalmente la muerte. El doctor Alzheimer 
encuentra que la corteza cerebral es más estrecha de lo normal y que además, existen dos tipos de 
anomalías, que actualmente se llaman placas amiloideas y nudos neurofibriales (Singh et al., 2013; Fish 
et al., 2018). 
 
1.1.2 Descripción 
 
La enfermedad de Alzheimer es la principal causa de demencia y es un trastorno neurodegenerativo 
multifacético, caracterizado a nivel molecular por plegamiento y agregación de proteínas, estrés 
oxidativo, anomalías mitocondriales y procesos neuroinflamatorios (Singh et al., 2013). El péptido β-
amiloide 1-42 es el componente principal de las placas neuriticas y se asocia con el estrés oxidativo, 
así como con la disfunción de la neurotransmisión colinérgica (Hassan et al., 2018). 
La EA se caracteriza por un inicio gradual y, una progresión  de los déficits en más de una área de la 
cognición, que incluye la memoria episódica, cambios de humor y comportamiento, trastorno del 
lenguaje y la atención (Singh et al., 2013). Hay más de 35 millones de personas afectadas por enfermedad 
Alzheimer cada año y ese número se espera duplicarse en veinte años (Hassan et al., 2018).  
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Existen dos maneras de manifestar la  EA las cuales son: enfermedad de Alzheimer esporádica, que 
se caracteriza por un declive progresivo y severo en la cognición aumentando la muerte de las 
neuronas y, la enfermedad de Alzheimer Familiar se desarrollan más rápido y es causada por 
mutaciones en los componentes de la apolipoproteína E4, la presenilina-2 y la sortilina relacionada 
con el receptor 1(Singh et al., 2013). 
 
1.1.3 Factores de riesgo 
 
Estos factores incluyen una variedad de cambios cerebrales que inician hasta 20 años antes de que se 
presenten los síntomas, los científicos consideran que los síntomas de la EA avanzada representa el 
inicio de esta enfermedad. Al principio el individuo puede funcionar normalmente con estos cambios 
cerebrales (Association, 2017). 
 Edad: Este es el mayor factor de riesgo para el Alzheimer, pero esta enfermedad no es parte 
normal del envejecimiento. La mayoría de las personas diagnosticadas con Alzheimer tiene 
65 años y se denomina ¨inicio más joven¨. 
 
 Historia Familiar: Las personas que tienen un padre o hermano/a con la EA tienen más 
probabilidad de desarrollar la enfermedad. Las probabilidades aumentan para aquellas 
personas que presentan más de un pariente de primer grado con esta enfermedad. 
 
 Apolipoproteína E34: Los individuos que poseen la forma 34 del gen apolipoproteína E, 
tiene un mayor riesgo de desarrollar la EA. Existen tres formas comunes de del gen APOE 
(32, 33, 34). Todos heredamos una forma del gen APOE de cada padre. Aquellos que heredan 
un gen APOE34 tienen mayor riesgo a desarrollar la EA, a una edad más temprana que 
aquellos que heredan 32 o 33 del gen APOE. 
1.1.4 Síntomas 
 
En promedio una personas puede vivir entre 8 a 20 años, desde la aparición de los síntomas (Espinosa 
et al., 2014). El síntoma más común de la EA es la pérdida de memoria, a lo que se le asocia alteraciones 
de otras funciones mentales.  
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Síntomas asociados a la conducta 
 Deambulación errática sin rumbo ni objetivo. 
 Conducta desafiante. 
 Agresividad física o verbal. 
 Tendencia a repetir acciones sin ser capaces de finalizarlas. 
 Alteración del sueño y la conducta alimentaria. 
Síntomas psicológicos 
 Alteraciones de la personalidad, volviéndose irritable, infantil, apática, suspicaz. 
 Es común en el 50% de los casos presente depresión. 
 Tendencia a presentar cambios bruscos en sentimientos y expresiones emocionales. 
 Creencias falsas que se fundamentan en conclusiones incorrectas sobre la realidad. 
Los síntomas que se presenta en las fases finales de la EA, tenemos: el deterioro de la musculatura, 
la cual desencadenara problemas como incontinencia urinaria o fecal (Martinez, 2017). 
1.1.5 Hipótesis del desarrollo de la enfermedad de Alzheimer 
 
La patogenia de la EA aún es incierta, pero se ha planteado hipótesis en base a los diversos factores 
causales (Singh et al., 2013). De esta manera se presentan las siguientes hipótesis: 
 Hipótesis colinérgica 
La pérdida de la función de la memoria es asociada a la degeneración de las neuronas. Peter Davies 
en 1976 encontró un vínculo entre los síntomas clínicos de la enfermedad y los déficits colinérgicos, 
fue un hito porque abrió la puerta a la neuroquímica moderna. 
En esta hipótesis la deficiencia de acetilcolina en el cerebro se puede dar por la disminución de la 
producción de neurotransmisores o la actividad amplificada de la acetilcolinesterasa. Esta hipótesis 
indica que el aumento colinérgico mejorará la cognición en la EA (Singh et al., 2013). 
 Hipótesis amiloide 
La EA es causada por el procesamiento anormal de β-amiloide. En 1984, se descubrió que el bloqueo 
de construcción del péptido amiloidogénico era una proteína beta amiloide que forma las fibrillas 
amiloides en las placas neuríticas (Lobbens et al., 2017). 
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 Hipótesis tau 
La hipótesis de proteínas tau se enfoca en la aparición de ovillos neurofibrilares que producen la 
desintegración de los microtúbulos, colapsando el transporte de la neurona. Esto puede conducir a 
disfunciones en la comunicación bioquímica entre las neuronas y, posteriormente, ocasionan la 
muerte de las células (Singh et al., 2013) 
 
1.1.6 Tratamiento de Alzheimer 
 
No existe cura para el Alzheimer, debido a que el desarrollo del tratamiento se ha visto obstaculizado 
por la retrospectiva, de que los tratamientos para síntomas similares en otros trastornos, también, 
pueden ser eficaz en pacientes con enfermedad de Alzheimer (Lyketsos and Miller, 2013). Por lo que todo 
tratamiento es paliativo que permite disminuir el avance de la EA. 
 Tratamiento farmacológico 
Desde la década de 1970, se ha demostrado que el sistema colinérgico tiene un papel importante en 
la cognición, por tanto, la estrategia de tratamiento para la enfermedad de Alzheimer es aumentar la 
acetilcolina, a través de la administración de compuestos que inhiben la acetilcolinesterasa, enzima 
que cataliza su degradación. Actualmente hay tres aprobadas por la FDA inhibidores de la 
colinesterasa: rivastigmina, donepezilo y galantamina (Lyketsos and Miller, 2013).  
Debido a los múltiples efectos secundarios causados por estos fármacos, en la actualidad se estudia 
otras alternativas, como por ejemplo: la pirazolina, que además de tener una actividad inhibitoria  para 
acetilcolinesterasa, presenta una actividad antioxidante importante (Chigurupati et al., 2016). Sin 
embargo, los beneficios a largo plazo de la inhibición de colinesterasa son discutibles, aunque algunos 
estudios afirman la eficacia a largo plazo, otros no muestran una mejora en la tasa de progresión a la 
EA, comparando con placebos después de 3 años (Lyketsos and Miller, 2013). 
 Tratamiento no farmacológico 
Dentro de este tratamiento tenemos el entrenamiento de la memoria, musicoterapia y ejercicio físico 
frecuente, ayudando a mantener o mejorar las funciones cognitiva y evitando trastornos de conducta 
como depresión, insomnio, agresividad, agitación y apatía (Association, 2017). 
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1.2 Acetilcolinesterasa 
 
El doctor Ludwig Laqueur, inhibidor de la acetilcolinesterasa (AChE), fue utilizado en el glaucoma 
en 1876, sin conocer la actividad biológica del fármaco. La acetilcolinesterasa pertenece a la familia 
de la proteína del pliegue de hidrolasa α/β hidrolasa. Su principal función fisiológica es la rápida 
hidrólisis de la acetilcolina en la sinapsis y la unión neuromuscular, dando como resultado el impulso 
nervioso (Singh et al., 2013, p. 168). 
 
La estructura tridimensional fue determinada en el año de 1991, posee dos sitios de unión al sustrato 
de ligandos separados; además posee un sitio catalítico y un sitio aniónico (Singh et al., 2013, p. 168). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                Figura 1-1. Representación esquemática del sitio activo de la colinesterasa 
                                Fuente: (Singh et al., 2013, p. 168). 
1.3 Butirilcolinesterasa 
 
La enzima butirilcolinesterasa es una hidrolasa, por tanto, cataliza la hidrolisis de la acetilcolina con 
menor especificidad que AChE, mientras que muestra su máxima actividad sobre succinilcolina. Es 
una enzima que se metaboliza en el hígado, cuando existe una alteración hepática, esta enzima 
disminuye en los hepatocitos afectados (Chigurupati et al., 2016). 
1.4 Familia Amaryllidaceae 
 
1.4.1 Características generales 
 
Amaryllidaceae es una familia monocotiledónea ampliamente distribuida, representada por 
aproximadamente 70 géneros y 1600 especies en todo el mundo (Acosta, 2014). América del Sur (28 
género) y Sudáfrica (19 géneros) son las regiones con mayor diversidad. Las Amaryllidaceae ocupan 
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muchos hábitats diferentes: lugares estacionales secos, charcas efímeras, selvas de sotobosques y ríos 
(Cedr, Arco-aguilar and Est, 2010).  
 
 
 
 
 
    Figura 2-1. Geodistribución de la familia Amaryllidaceae 
                              Fuente: (Cedr, Arco-aguilar and Est, 2010; Acosta, 2014) 
 
Las plantas que pertenecen a la familia Amaryllidaceae son conocidas por producir un grupo 
exclusivo de alcaloides, asilado de plantas de todos los géneros de esta familia. Desde el aislamiento 
de licorina de Narcissus pseudonarcissus en 1877,  más de 500 alcaloides han sido asilados de plantas 
de esta familia (Cedr, Arco-aguilar and Est, 2010; Ronsted et al., 2012). 
Amaryllidaceae está conformada por tres subfamilia de las cuales Amaryllidaceae es las más 
distintiva, seguido de Agapanthoideae y Allioideae Amaryllidoideae es una subfamilia ampliamente 
distribuida de 59 géneros y alrededor de 850 especies. (Ronsted et al., 2012). 
En Ecuador existen 36 especies de esta familia pertenecientes a varios géneros, dentro de las cuales 
están: Phaedranassa brevifolia, Phaedranassa dubia, Phaedranassa cuencana, Phaedranassa 
tunguraguae, Phaedranassa glauciflora, Phaedranassa viridiflora, Phaedranassa schizantha, 
Eucharis candida, Eucharis formosa, Eucharis ruthiana, Eucharis grandiflora, Eucrosia aurantiaca, 
Eucrosia mirabilis, Stenomesson auratiacum, Crinim amabile e Hippeastrum punceum. Esta familia 
de plantas se encuentra distribuida entre los 0 y 4000m de altitud, valles secos interandinos, bosques 
andinos y bosques del litoral (Nora H. Oleas, ALAN W. Meerow, 2012; Oleas et al., 2014). 
1.4.2 Phaedranassa 
 
Phaedranassa Herbert (1845) comprende 9 especies endémicas del Ecuador por lo que es considerado 
un género pequeño de la familia Amaryllidaceae. Debido a la distribución restringida y su hábitat 
amenazado por la agricultura y ganadería, cinco se han declarado en peligro de extinción (Minga et al., 
2015). 
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      Figura 3-1. Mapa de distribución de Phaedranassa spp 
      en Ecuador los cuadrados muestra más de una especie 
      Fuente: (Oleas, 2011) 
 
Las especies endémicas de Phaedranassa en Ecuador son; P. cinérea, P dubia, P. brevifolia, P. 
glauciflora, P. schizantha, P. tunguraguae, P. viridiflora y P. cuencana (Oleas et al., 2014). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4-1. Especies de Phaedranassa encontradas en Ecuador 
a) P. brevifolia; b) P. cinérea; c) P. dubia; d) P. glsuciflora; e) P. schizantha; f) P. tunguraguae, g) P. viridiflora; h)arriba  P. viridiflora: 
abajo P.dubia. 
Fuentes:(Oleas, Meerow and Francisco-ortega, 2013) 
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El género Phaedranassa presenta bulbos cubiertos por túnicas marrones y raíces contráctiles., por lo 
que son conocidas como ¨cebolla falsa¨. o ¨papa de lobo¨. Tiene una o dos hojas tercioladas que, por 
lo general, se encuentran ausentes en floración. Presenta seis pétalos que son de colores rojo, amarillo, 
rosa o naranja. Desarrolla inflorescencia pseudo umbrela con 6 a 20 flores tubulares. El ovario es 
inferior y tiene múltiples óvulos. El fruto es una cápsula que posee muchas semillas  y son 
generalmente de forma plana (Nora H. Oleas, ALAN W. Meerow, 2012). 
1.4.2.1 Phaedranassa brevifolia 
 
Phaedranassa brevifolia fue descubierta por primera vez a partir de un solo espécimen recolectado 
en 1978 en el norte de Ecuador, en un hábitat clasificado como matorral seco de montano, 
caracterizado por un bosque seco espinoso. La biología reproductiva de P. brevifolia es desconocida, 
pero el patrón fenológico general de este género es florecer una vez al año antes de la estación húmeda 
(Oleas et al., 2014; Minga et al., 2015). Las hojas están ausentes antes de la floración, lo que dificulta la 
detección de la especie en esa época del año. En la floración cada planta es un tallo de 39-56 cm, con 
cinco o siete flores en forma de embudo. Después de un extenso estudio en 1999, la especie se 
encontró en un área de menos de cuatro km2. Una de las dificultades para encontrar nuevos registros 
de P. brevifolia es el pequeño tamaño de la planta (Oleas et al., 2014). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5-1. Especie Phaedranassa brevifolia 
                                           Fuente: (Oleas et al., 2014) 
 
Se conoce cinco poblaciones con menos de cien individuos cada una, localizadas en el valle seco del 
rio Mira entre las provincias de Imbabura y Carchi. Sus poblaciones están siendo afectada por la 
agricultura y ganadería por lo que esta especie se encuentra en el libro rojo de las plantas endémicas 
del Ecuador en peligro de extinción (Oleas et al., 2014). 
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Figura 6-1. Nuevos registros de P. brevifolia. 
B) mapa del Ecuador que muestra la distribución de P. brevifolia, C) modelos de distribución de especies (área negra) y (puntos rojos) 
registros conocidos anteriormente, D) nuevos registros de las especies (puntos verdes) y modelos de distribución de especies de áreas 
potencialmente adecuadas estimadas con el conjunto de datos combinados de nuevos y antiguos registros (zona negra). 
Fuente: (Oleas et al., 2014) 
 
1.4.3 Alcaloides de Amaryllidaceae 
 
Amaryllidaceae se caracteriza por tener metabolitos secundarios exclusivos como alcaloides, que han 
sido aislados de todos los géneros que conforman esta familia. Estos son de tipo isoquinolina y en la 
mayoría de los casos no se han identificado en ninguna otra familia vegetal (Cedr, Arco-aguilar and Est, 
2010; Acosta, 2014). 
Según su estructura los alcaloides de Amaryllidaceae son clasificadas en ocho tipos de esqueleto, para 
los cuales se representa en: norbeladina, licorina, homolicorina, crinina, haemantamina, narciclasina, 
tazettina, montanina y galantamina (Cedr, Arco-aguilar and Est, 2010). 
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Figura 7-1. Estructura de los 9 tipos de alcaloides de Amaryllidaceae, con la numeración propuesta 
por Ghosal et al (1985) 
Fuente: (Acosta, 2014, p. 2) 
La familia Amaryllidaceae es bien conocida por su actividad farmacológica debido a su fuente de 
alcaloides, un enfoque importante para tratar la enfermedad de Alzheimer implica la inhibición de la 
enzima acetilcolinesterasa (Ortiz et al., 2012).  
Los alcaloides de Amaryllidaceae, presentan diversas actividades biológicas, como: acción 
antibacteriana, analgésica, antifúngica, antimalaria, antitumoral antiviral, entre otras (Jahn et al., 2012, 
p. 61). Debido al potencial farmacológico que presentan estos alcaloides, se han realizado durante los 
últimos años, numerosos estudios a nivel mundial (Ortiz et al., 2017). Los alcaloides de tipo galantamina 
tienen actividad inhibitoria de acetilcolinesterasa, haciendo de la galantamina la segunda medicina 
más usada en el tratamiento de Alzheimer. (Acosta, 2014). 
1.4.3.1 Galantamina 
 
Se ha demostrado que los productos de plantas medicinales son fuentes potenciales para el 
descubrimiento de nuevos fármacos. La galantamina fue aislado por primera vez del bulbo de  
Galanthus woronowii en 1952, demostrando ser un potente inhibidor reversible de AChE usado para 
tratar la enfermedad de Alzheimer únicamente durante las etapas de leve a moderado (Zhan et al., 2017, 
p. 3). 
La galantamina se emplea como tratamiento de primera línea de la enfermedad de Alzheimer (Ortiz et 
al., 2012, p. 13474). La FDA hasta la fecha solo aprobado cinco medicamentos para tratar la EA, de los 
cuales tres de ellos son inhibidores de acetilcolinesterasa, siendo uno galantamina (Zhan et al., 2017, p. 
3). En cuanto a su toxicidad, no ha presentado potencial mutagénico ni genotóxico. 
 
 
 
 
Figura 8-1. Estructura de la galantamina 
                                              Fuente: (Jahn et al., 2012, p. 61) 
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La primera síntesis total de galantamina fue publicada por Borton y sus colaboradores en 1962. Hasta 
la fecha se ha descrito más de 30 rutas sintéticas; basándose en principalmente en la oxidación 
biomimética del fenol o en la reacción intermolecular de Herck. Por tal motivo las industrias 
farmacéuticas necesitan una inversión económica significativa para su aislamiento y purificación 
(Dong et al., 2017, p. 4719). 
En el 2001 Guillou y su equipo de trabajo desarrollaron un esquema para la síntesis de (±)-
galantamina obteniendo un rendimiento global de 12%. Sin embargo, han impedido el desarrollo de 
este método de síntesis a gran escala debido al empleo de reactivos tóxicos y las condiciones extremas 
para las reacciones, así como la falta de disponibilidad de quipos. Por este motivo, se buscan cambios 
o alternativas a la estrategia del Guillou que permitan obtener la molécula con la eficiencia terapéutica 
esperada y con un alto porcentaje de rendimiento (Dong et al., 2017). 
1.5 Método Ellman 
 
Es un método fotométrico para determinar la actividad de la acetilcolinesterasa. La actividad de la 
enzima se mide siguiendo el aumento de color amarillo al reaccionar con el ion ditiobisnitrobenzoato. 
teniendo lugar la siguiente reacción (Ellman, 1961) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
         Figura 9-1. Representación esquemática del principio del método de Ellman 
         Fuente: (Ellman, 1961) 
Este método es extremadamente sensible por lo que nos permite emplear concentraciones muy bajas 
de enzima, no obstante presenta una serie de desventajas, por ejemplo, el color que se detectaba 
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dependía del remanente del sustrato añadido lo cual podía arrojar resultados falsos si la actividad se 
veía disminuida (Ellman, 1961). 
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CAPÍTULO II 
2. MARCO METODOLÓGICO 
 
2.1 Tipo y diseño de investigación  
 
El tipo de investigación del presente trabajo de titulación es descriptivo con un diseño experimental 
basado en la evaluación de la inhibición de dos enzimas, acetilcolinesterasa y butirilcolinesterasa del 
extracto alcaloidal de bulbos de Phaedranassa brevifolia. 
2.1.1 Unidad de análisis 
 
Extracto alcaloidal del bulbo de Phaedranassa brevifolia. 
2.1.2 Población de Estudio  
 
Bulbos de Phaedranassa brevifolia. 
2.1.3 Tamaño de Muestra 
 
Aproximadamente 200 g de la especie vegetal Phaedranassa brevifolia, que se obtuvo mediante la 
realización de un muestreo aleatorio simple. 
2.2 Lugar de la recolección del material vegetal 
 
El material vegetal de la especie Phaedranassa brevifolia de vida silvestre, se recolectó en el valle 
seco del río Mira, situado entre las provincias de Imbabura y Carchi. Esta investigación se encuentra 
dentro del Contrato Marco de Acceso a los Recursos Genéticos No. MAE-DNB-CM-2015-0054, del 
proyecto de investigación científica denominado; "LA BIODIVERSIDAD DE 
AMARYLLIDACEAE COMO FUENTE DE RECURSOS NATURALES PARA SU 
EXPLOTACIÓN SOSTENIBLE". Además, el material vegetal se transportó desde la provincia de 
Imbabura hacia la ESPOCH y la Universidad Tecnológica Indoamérica con la orden de movilización 
Nro. MAE-CGZ1-DPAI-2018-0016-O. 
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2.2.1 Selección de muestra 
 
La selección de la muestra se realizó en base a los siguientes criterios:  
 
 Criterios de Inclusión: Especies vegetales en buen estado que presenten sus hojas, tallos, 
flores y frutos completos y con superficies integras. 
 Criterios de Exclusión: Especies vegetales con daños por causa de animales o por factores 
ambientales como agua o viento, especies en descomposición o recolectadas por acciones 
mecánicas. 
 
2.3 Lugar de investigación 
 
La presente investigación experimental se llevó a cabo en el Laboratorio de Productos Naturales de 
la Facultad de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo (ESPOCH), ubicado en la 
provincia de Chimborazo, cantón Riobamba, con el Grupo de Investigación de Productos Naturales 
y Farmacia (GIPRONAF). De igual manera se contó con la colaboración de la Universidad de 
Barcelona para la realización de los análisis de cromatografía de gases acoplada a espectrometría de 
masas. 
2.4. Identificación botánica 
 
La identificación fue realizada por la Dra. Nora Oleas, experta en plantas del género Phaedranassa, 
que desempeña sus funciones como botánica en el herbario de la Universidad Indoamérica (Quito – 
Ecuador). 
2.5.  Materiales, equipos y reactivos   
2.5.1. Material vegetal 
 
Aproximadamente 30 gramos del bulbo seco de Phaedranassa brevifolia, fueron acondicionados y 
reducidos a un tamaño cercano a los 20 gramos.  
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2.5.2. Equipos y materiales  
 
   Tabla 1-2. Equipos y materiales utilizados en los diferentes procedimientos 
PROCEDIMIENTO EQUIPOS MATERIALES 
Preparación del material 
vegetal 
- Estufa con extracción de aire 
RedLine by Binder 
- Balanza analítica HDM 
- Molino Arthur H. Thomas C.O 
 
Obtención del extracto 
alcaloidal 
-pH-metro 
-Sorbona 
-Rotavapor 
-Sonicador 
-Frasco ámbar de 500 mL o 1000 
mL 
-Probeta de 1000 mL y 100 mL 
-Vaso de precipitación de 500 mL y 
250 mL 
-Balón de rotavapor de 500 mL 
-Embudo de separación de 500 mL 
-Vial de vidrio de 5 mL 
Preparación de reactivos -Agitador magnético con sus 
respetivos magnetos 
-pH-metro 
-Sorbona 
-Agitador vórtex 
-Balón de aforo de 100 mL y 500 
mL 
-Probeta de 100 Ml 
-Espátula 
-Microespátula 
-Frascos ámbar de 500 mL 
-Pipeta graduada de 5 mL y 10 mL 
Conservación de reactivos -Congelador 
-Refrigerador 
 
Determinación de la actividad 
inhibitoria de las enzimas 
colinesterasas 
-Lector de microplacas 
-Computadora 
-Cronómetro 
-Centrífuga 
-Agitador vórtex 
-Papel aluminio 
-Piseta 
-Bloques de hielo 
-Rollos de papel tipo toalla- 
-Microplaca de 96 posillos 
-Dispensador de líquidos para 
pipeta multicanal 
-Puntas azules para micropipeta 
-Puntas amarillas para micropipeta 
-Tubos graduados falcon de 2 mL 
-Tubos de plástico graduados de 40 
mL y 4 mL 
-Tubos eppendorf 5 mL y 0.5 mL 
-Microespátula 
-Desecador 
-Balón de aforo de 50 mL. 
Identificación de alcaloides -Cromatógrafo de gases acoplado a 
espectrometría de masas 
 
   Realizado por: Jessica Robles, 2018  
 
2.5.3. Reactivos  
            Tabla 2-2. Reactivos utilizados en las diferentes etapas del procedimiento 
ENSAYO REACTIVO 
Obtención del extracto crudo Metanol CH3-OH 
 Ácido sulfúrico H2SO4 (2 % V/V) 
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Extracción de Alcaloides 
Éter etílico (C2H5)2 
Hidróxido de amonio NH4OH (25 % V/V) 
Acetato de etilo C4H8O2 
Sulfato de Sodio Anhidro Na2SO4 
Goma arábiga  
 
 
 
 
 
Determinación de la actividad inhibitoria de las 
enzimas colinesterasas 
Ácido clorhídrico HCl 0,5 N 
Hidróxido de sodio NaOH 0,5 N 
Fosfato dipotásico K2HPO4 8 Mm 
Bifosfato de sodio Na2PO4 2,3 mM 
Cloruro de Sodio NaCl 0,15 M 
Fosfato de dísodio Na2HPO4 
Ácido5,5,-ditio-bis-(2-nitrobenzoico) 
DTNB 
Yoduro de acetiltiocolina ATC 
Yoduro de butirilcolina 
Acetilcolinesterasa de Electrophorus 
electricus 
Butirilcolinesterasa de suero de equino 
Galantamina 
Agua desionizada  
Realizado por: Jessica Robles, 2018 
 
2.6. Técnicas y métodos 
2.6.1Preparación del material vegetal 
 
Los bulbos de Phaedranassa brevifolia fueron limpiados minuciosamente y cortados en fragmentos 
pequeños de aproximadamente 1,5 cm. A continuación, éstos se dejaron secar en una estufa de 
extracción de aire durante 48 horas a 60 °C. Posteriormente, en un molino Arthur H. Thomas C.O, se 
trituró el material vegetal seco. 
2.6.2. Extracción de alcaloides  
 
En primer lugar, se procedió a realizar la maceración de 20 g de material seco en 800 mL de metanol 
durante 50 horas. Cabe añadir que el macerado se sometió a procesos de sonicación en intervalos de 
1 a 2 horas, diariamente.  
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Se filtró el extracto metanólico y se evaporó el solvente en un rotavapor a presión reducida entre 0,6 
y 0,4 bares y temperatura de 50 °C, consiguiendo de esta manera el extracto crudo. 
Se utilizó H2SO4 (2 %v/v) para acidificar el extracto crudo y éter etílico para limpiar y desengrasar 
En la fase etérea orgánica quedaron disueltos compuestos como ceras, mucílagos, clorofilas que no 
son de interés en este estudio y una fase acuosa que es rica en alcaloides (Acosta, 2014). 
Se basificó la fase acuosa ácida son NH4OH (25 % v/v) hasta pH de 10. A continuación se utilizó 
acetato de etilo en 5 repeticiones, para extraer los alcaloides. Posteriormente se añadió sulfato de 
sodio anhidro y goma arábiga para absorber toda el agua que pudo haber permanecido en el extracto. 
Finalmente la muestra se filtró y evaporó a presión reducida a una temperatura de 50°C y una presión 
entre 0,6 y 0,4 bar, consiguiendo así el extracto puro de alcaloides.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
Material vegetal seco y triturado 
(Bulbo) 
Maceración con Metanol por 72h  
Extracto Bruto  
Acidificación con H2SO4 (2 % v/v) 
 
Extracto Bruto 
Ácido  
Limpieza con éter etílico (5 veces) 
Fase acuosa ácida Fase orgánica  
 
Materias 
neutras Basificación con NH4OH (25 % 
v/v, pH~10) 
 
Fase acuosa 
básica 
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Figura 1-2. Esquema para  la obtención de alcaloides de Phaedranassa brevifolia 
Realizado po: Jessica Robles, 2018 
 
2.6.3. Identificación de alcaloides por cromatografía de gases acoplado a espectrometría de 
masas (CG-EM) 
 
Para la realización de la cromatografía de gases acoplada a espectrometría de masas se empleó un 
equipo cromatógrafo de gases Agilent, modelo 6890, acoplado a un espectrómetro de masas de 
impacto electrónico, modelo 5975, éste trabaja a 70 eV y en la fuente iónica a 230 ºC. 
El cromatógrafo presenta una columna SAPIENS-XS-MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 µm), además su 
fase estacionaria fue fenilmetilsilicona al 5 %. La temperatura tuvo cambios de la siguiente manera:  
 Incremento inicial desde 55ºC hasta 100 ºC (60 ºC/min)  
 Dos minutos a 100 ºC  
 Incremento desde 100ºC hasta 180 ºC (15 ºC/min)  
 Un minuto a 180 ºC  
 Incremento desde 180 ºC hasta 300 ºC (5 ºC/min)  
El inyector se utilizó a una temperatura de 280 °C, con un flujo de helio de 0,8 ml/min, además y se 
usó el método splitless, el cual nos permite un importante incremento de sensibilidad. (Laura et al., 
2004). 
Extracción con acetato de etilo (5 veces) 
 
Fase orgánica: alcaloides Fase acuosa alcalina 
Evaporación a presión reducida 
 
Extracto purificado 
(Mezcla de Alcaloides) 
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El alcaloide de referencia fue la codeína. Para analizar los datos se empleó el software AMDIS 2.71 
(NIST), este permitió confirmar la pureza de las señales y ejecutar el cálculo de los índices de 
retención. 
2.7. Preparación de soluciones 
  
2.7.1. Preparación de reactivos  
 
 Solución salina (Na2HPO4)  
Para la preparación de solución salina se pesó 7,12 g de fosfato de disódio, (Na2HPO4(2.H2O)), en un 
matraz con agua desionizada, se ajustó el pH a 7,5 con HCl (0,5 N) y se conservó en refrigeración (4 
ºC).  
 Buffer fosfato salino (PBS) 
Para preparar esta solución se empleó fosfato dipotásico K2HPO4 a una concentración de 8 mM, 
bifosfato de sodio NaH2PO4 2,3 mM, cloruro de sodio NaCl 0,15 M y agua de grado farmacéutico. 
Se ajustó el pH a 7,5 utilizando hidróxido de sodio NaOH 0,5 N. 
 Ácido 5,5- ditio-bis-2- nitrobenzoico (DTNB) 
Se preparó a una concentración de 2 mg/mL. Se almacenaron en congelación (-20ºC) en tubos 
eppendorf. Durante un periodo de 3 meses las soluciones son estables. 
2.7.2 Preparación de sustrato 
 
El sustrato de AChE se preparó empleando yoduro de ATC a una concentración de 1,7 mg/200μL. 
Por otro lado, el sustrato de BuChE consistió en yoduro de BTC 1,9 mg/200μL. Los sustratos se 
conservaron en tubos Eppendorf a una temperatura de -20ºC. 
Durante el ensayo en un balón de aforo, se agregó DTNB más ATC o BTC según corresponda la 
prueba y aforar con solución salina. Se cubrió con papel aluminio y conservó a temperatura de 4ºC   
2.7.3 Preparación de enzimas 
 Acetilcolinesterasa (AChE) 
Se utilizó una concentración de 0.195 U/mL. Se almacenaron en tubos eppendorf en congelación (-
20ºC). 
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Butirilcolinesterasa (BuChE) 
Se utilizó una concentración de 0,260 U/mL. Se almacenaron en tubos eppendorf en congelación (-
20ºC). 
2.8 Diluciones de galantamina  
 
Se utilizaron las siguientes concentraciones de galantamina: 1*10-3 M, 1*10-4 M, 1*10-5 M, 0.5*10-5 
M, 1*10-6 M, 0.5*10-6 M, 1*10-7 M., las cuales se conservaron en refrigeración a 4ºC. 
2.9 Diluciones de extracto de alcaloides de Phaedranassa brevifolia 
 
Partiendo del extracto puro se preparó una solución madre de 3mg/mL. Para la homogenización de la 
muestra con el solvente y la completa disolución de los alcaloides, se aplicaron baños de ultrasonido 
en combinación con agitador vórtex. 
Se dejó reposar la muestra con el fin de que las partículas insolubles precipiten, para los ensayos se 
tomó el sobrenadante.  
Cabe mencionar que las concentraciones utilizadas en los ensayos de inhibición enzimática fueron 
preparadas a partir de la solución madre, empleando PBS como disolvente. 
 
 
Tabla 3-2. Concentraciones del extracto alcaloidal de Phaedranassa 
brevifolia empleadas en el ensayo de inhibición de AChE y BuChE 
Nº 
dilución 
Conc. (μg/mL) del 
extracto para AChE 
Conc. (μg/mL) del 
extracto para BuChE 
1 10 250 
2 5 200 
3 2,5 150 
4 1 100 
5 0,5 50 
6 0,1 25 
             Realizado por: Jessica Robles, 2018 
Las diluciones se conservaron en refrigeración  
2.10 Ensayos de inhibición enzimática de AChE y BuChE 
 
Se empleó el método de Ellman et al. con algunas modificaciones, (Ellman et al., 1961; Ortiz et al., 2016) 
para ello se colocaron en los pocillos correspondientes a las muestras 50 μL del extracto alcaloidal o 
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del estándar galantamina disuelto en PBS y 50 μL de AChE o BuChE disueltas en la misma solución, 
según el ensayo que se estuvo realizando. 
Para preparar el blanco muestra se colocaron en los pocillos 50 μL de la muestra y 150 μL de PBS; 
para el control se tomaron 50 μL de PBS y 50 μL de enzima; finalmente para el blanco control se 
colocaron 100 μL de PBS.  
 
Las muestras se incubaron por 30 minutos a 21ºC. Posteriormente, se añadieron 100 μL del sustrato 
disuelto en solución salina, tanto en la muestra como en el control y blanco control. Las absorbancias 
se leyeron a 405 nm después de cinco minutos en el lector de microplacas Thermo Scientific. 
2.10.1 Cálculo de IC50 
 Porcentaje de inhibición 
Se calcula mediante la fórmula: 
                                                                    %I=100 - 
𝑴−𝑩𝑴
𝑪−𝑩𝑪
 𝑿 𝟏𝟎𝟎 
 
En donde: 
 
M Lectura de absorbancia de muestra 
C Lectura de absorbancia de control 
BM Lectura de absorbancia de blanco muestra 
BC Lectura de absorbancia de blanco control 
Se obtuvo una curva empleando los promedios de los porcentajes de inhibición (eje de ordenadas) 
calculados, y la concentración de los extractos empleados (eje de abscisas). Esto generó una línea de 
tendencia logarítmica con su respectiva ecuación, de la cual se procedió a calcular el IC50, cuyo valor 
representa la concentración del extracto alcaloidal a la cual existe un 50 % de inhibición de las 
enzimas. 
El IC50 es el resultado ± desviación estándar de tres repeticiones individuales. 
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CAPÍTULO III 
 
3. ANÁLISIS DE RESULTADOS Y DISCUSIÓN  
 
El presente capítulo contiene los resultados de la identificación y la actividad inhibitoria del extracto 
alcaloidal de Phaedranassa brevifolia, obtenidos a partir de los métodos mencionados en el capítulo 
anterior. 
3.1 Obtención del extracto alcaloidal de Phaedranassa brevifolia 
 
La extracción de alcaloides se basó en el cambio de pH y el uso de solventes orgánicos. Partiendo de 
11 g de bulbos secos y triturados de Phaedranassa brevifolia, se obtuvieron 5,2 mg de extracto 
alcaloidal, lo cual presentó un rendimiento de 0,049 %. 
Tabla1-3. Resultados obtenidos del extracto alcaloidal de Phaedranassa brevifolia 
Material 
Vegetal 
Peso inicial de 
muestra seca 
(g) 
Volumen de 
metanol (mL) 
Extracto rico 
en alcaloides 
(mg) 
% Rendimiento de 
alcaloides 
Bulbo de 
Phaedranassa 
brevifolia 
11 600 5,2 0,049 % 
 
𝑅𝑒𝑛𝑑𝑖𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜 𝑟𝑒𝑎𝑙
𝑅𝑒𝑛𝑑𝑖𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜 𝑡𝑒ó𝑟𝑖𝑐𝑜
𝑥100 
(PONCE, 2010) 
Realizado por: Jessica Robles, 2018 
El rendimiento obtenido al ser comparado con otras especies como es el caso de P. glauciflora y P. 
tunguraguae, teniendo un rendimiento de 0,15 % y 0,3 % respectivamente (Baldeón, 2018; Montero, 2018), 
nos muestra que el rendimiento de Phaedranassa brevifolia es inferior, Joaquín Azcón et al, en el 
capítulo 13 de ¨fotosíntesis, factores ambientales y cambio climático¨, mencionan que este resultado 
puede ser por algunos factores entre ellos tenemos: factores ambientales ya que la especie es 
recolectada de un valle seco, el ecosistema que presenta la especie ya que habita en un bosque seco 
espinoso y finalmente la recolección de la especie ya que fue recolectada cuando no se encontraba en 
floración. (Azcón J et al, 2013). 
3.2 Identificación de alcaloides de Phaedranassa brevifolia por Cromatografía de gases acoplada 
a Espectrometría de masas 
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Se obtuvieron los resultados tras haber realizado la identificación de alcaloides de Phaedranassa 
brevifolia por CG-EM. 
Tabla2-3. Alcaloides identificados en la especie vegetal Phaedranassa brevifolia por CG-ME 
Alcaloides Tiempo de 
Retención (RT) 
Índice de Retención 
(RI) 
% de abundancia 
Total 
Galantamina 22,223 2386,3 >0,1 
codeína* 22,922 2386,3 29,80 
Vittatina/crinina 23,480 2469,3 3,93 
m/z 303*a; [M=303]*b 23,808 2491,3 33,49 
m/z 303*a; [M=273]*b 23,904 2497,8 <0,1 
Pancratinina C 25,168 2582,4 5,39 
haemantamina 25,849 2628,1 <0,1 
11-
hydroxivittatina/hamayna 
26,961 2702,7 18,80 
m/z 109 (homolycorina-tipo) 28,285 2791,4 6,25 
m/z 125 (homolycorina-tipo) 29,406 2866,6 <0,1 
Fuente: Universidad de Barcelona 
Realizado por: Jessica Robles, 2018 
 
Se encontraron un total de 11 alcaloides del extracto purificado de Phaedranassa brevifoli,de los 
cuales se identificaron 7 y 4 no fueron identificados, siendo la molécula con m/z 303*a; [M=303]*b 
la más abundante con 33,49 %. Por ello, es importante la identificación de las moléculas no 
identificadas mediante resonancia magnética nuclear, para confirmar su identidad. 
De igual manera, de los 7 identificados uno de ellos abarca el mayor porcentaje, siendo 11-
hydroxivittatina/hamayna, con el 18,80 %.  Según el análisis con espectrometría de masas no se puede 
afirmar con seguridad de cuál de los dos se trata, ya que estamos delante de un caso de epímeros, en 
los cuales la posición del grupo (OH) varía (ver figura 1-3 y 2.3). Para confirmar la identidad se 
tendría que recurrir al método de Dicroísmo Circular (Bastida et al., 2002). 
 
 
 
 
 
Figura 1-3: Estructura de la 11-hydroxyvittatina Figura 2-3: Estructura de la hamayna. 
Fuente: (Cedr, Arco-aguilar and Est, 2010)    Fuente: (Cedr, Arco-aguilar and Est, 2010). 
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La 11-hidroxivittatina se aisló de Brunsvigia grandiflora, este es el primer informe sobre aislamiento 
de este alcaloide de Amaryllidaceae de Sudáfrica (Masi et al., 2018), al igual que el alcaloide vittatina 
se ha reportado actividad antibacteriana (Ortiz et al., 2012). Del mismo modo hamayna se aisló de 
Crinum macowanii perteneciente a la familia de Amaryllidaceae (Adekanmi, Fouche and Steenkamp, 2012), 
presentando actividad antiplasmodial y citotóxica (Campbell et al., 2000). 
A continuación, se encontró m/z 109 (tipo homolicorina) con un 6,25 %, seguido de pancratinina C, 
que representa un 5,39 %, la cual ha sido encontrada en Hippeastrum argentimun (Ortiz, 2016). Por el 
momento aún no se ha determinado la actividad biológica que puede presentar este alcaloide. 
 
 
 
 
Figura 3-3: Estructura de pancratinina C. 
Fuente: (Cedr, Arco-aguilar and Est, 2010). 
 
En porcentaje minoritario (<5 %) se encuentra vittatina/crinina con 3,93 %, referente al caso 
mencionado anteriormente (11-hydroxivittatina/hamayna), de igual manera no se pudo determinar 
cuál de los dos alcaloides puede tratarse según el análisis de espectrometría de masas, ya que estamos 
delante de un caso de epímeros, en los cuales la posición del grupo (OH) varía (ver figura 4-3 y 5-3). 
Para confirmar la identidad se tendría que recurrir al método de Dicroísmo Circular (Bastida et al., 2002). 
 
 
 
 
Figura 4-3: Estructura de la vittatina   Figura 5-3: Estructura de la crinina. 
Fuente: (Jahn et al., 2012)     Fuente: (Jahn et al., 2012). 
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La vittatina ha mostrado actividad  citotóxica debido a estudios adicionales de células Jurkat 
(leucemia de células T agudas), por tanto es un agente de apoptosis, y antibacteriana(Ortiz et al., 2012; 
Nair and Staden, 2018). De la misma manera estudios ha descrito efectos apoptóticos de crinina en 
carcinoma de mama y células de leucemia (Nair and Staden, 2018). 
De la misma manera se identificaron otros alcaloides minoritarios. Dentro de estos, se encuentra  
haemantamina con <0,1 % y galantamina >0,1 %. Aunque el extracto de Phaedranassa brevifolia 
contiene un mínimo porcentaje de galantamina, este alcaloide presenta un efecto inhibitorio 
reversibles de AChE y BuChE debido a sus efectos colinérgicos centrales (Elisha et al., 2013), así mismo 
se sabe que exhiben numerosas actividades prometedoras como antibacteriales, antivirales o efectos 
antiinflamatorios (Jahn et al., 2012).  
 
 
 
 
Figura 6-3: Estructura de la hemantamina  Figura 7-3: Estructura de la galantamina. 
Fuente: (Jahn et al., 2012)     Fuente: (Ortiz et al., 2017). 
 
No se encontraron estudios fitoquímicos de Phaedranassa brevifolia. En comparación con el perfil 
de alcaloides estudiados de otras especies como: Phaedranassa schizantha, Phaedranassa cinerea, 
Phaedranassa dubia, Phaedranassa glauciflora y Phaedranassa tunguraguae, a excepción de las dos 
primeras especies, el resto presentan licorina como el alcaloide más representativo en porcentajes de: 
54,10 %, 75,01 % y 46,97 % respectivamente (Inca, 2017; Baldeón, 2018; Montero, 2018). Por otra parte el 
alcaloide más representativo de Phaedranassa schizantha fue la haemantamina con el 20,50 % y de 
Phaedranassa cinérea es galantamina con 10,24 % (Vinueza, 2014; Salazar, 2017). 
3.3 Porcentaje de inhibición de AChE por el extracto alcaloidal de Phaedranassa brevifolia. 
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3.3.1 Primer screening de inhibición de AChE por parte del extracto alcaloidal de P. brevifolia 
 
Esta es la primera fase, se realiza el screening determinando seis concentraciones, obteniendo el 
porcentaje de inhibición que se muestran a continuación en la Tabla3-3.  
Tabla 3-3. Porcentaje de inhibición de AChE del primer  
screening  del extracto de Phaedranassa brevifolia  
 
 
 
 
              
 
 
                                           Realizado por: Jessica Robles, 201 
Los valores obtenidos del primer screening, mostraron que el IC50 se encuentra en las concentraciones 
de 1 μg/mL (35,46±0,78) y 10 μg/mL (65,47±1,02), por tanto, se definieron las concentraciones 
finales a usarse para el cálculo del IC50: 10, 5, 2.5, 1, 0.5, 0.1 μg/mL. 
Tabla 4-3. Resultados obtenidos en la actividad inhibitoria del extracto  
alcaloidal de Phaedranassa brevifolia sobre AChE expresada como IC50 
Compuesto IC50μg/mL Acetilcolinesterasa 
(AChE) 
Phaedranassa brevifolia 3,45±0,29 
R2= 0,96 
Galantamina* 0,30±0,02 
R2= 0,99 
                         El resultado es el promedio de 3 repeticiones 
                                  Realizado por: Jessica Robles, 2018 
 
Se evaluó la actividad inhibitoria de P. brevifolia sobre la enzima acetilcolinesterasa. Este resultado 
fue la repetición por triplicado en 3 días consecutivos, monitoreando en simultáneo la galantamina 
como el compuesto de referencia y el extracto alcaloidal al mismo tiempo. Con el resultado obtenido 
se calculó el IC50.(Ikematsu et al., 2017). 
Concentraciones del 
extracto alcaloidal (μg/m 
% de inhibición de AChE 
1   35,46±0,78  
10 65,47±1,02 
50  77,15±2,57  
100 93,69±0,82 
150 98,29±1,56 
200 99,74±0,77 
 31 
 
El cálculo del IC50 se realizó a partir de la ecuación de la recta que surge de la gráfica bidimensional 
entre concentraciones (eje de abscisas) y el promedio del porcentaje de inhibición (eje de ordenadas), 
obteniéndose los resultados mencionados en la Tabla 5-3. 
El extracto de P. brevifolia presenta una actividad inhibitoria sobre la enzima de acetilcolinesterasa 
con un IC50 de 3,45±0,29 μg/mL. En comparación al compuesto de referencia que es la galantamina 
con un IC50 de 0,30±0,02 μg/mL, lo cual presenta una alta actividad inhibitoria media. 
No existen estudios previos sobre la especie P. brevifolia pero en investigaciones realizadas sobre 
otras especies del mismo género se reporta que Phaedranassa cinerea presentó un IC50 de 37,60 ± 
0,09 μg/mL (Salazar, 2017), Phaedranassa dubia con un IC50 de 25,48 ± 0,39 μg/mL (Inca, 2017), 
Phaedranassa glauciflora con un IC50 de 39,94 ± 5,09 μg/mL (Baldeón, 2018) y Phaedranassa 
tunguraguae con un IC50 de 11,12 ± 1,87 μg/mL (Montero, 2018), permitiendo evidenciar que 
Phaedranassa brevifolia presenta una actividad inhibitoria alta frente AChE en comparación a otras 
especies del mismo género. Cabe destacar estos estudios puesto que las especies mencionadas son 
endémica del Ecuador.  
No obstante, si se compara dicha actividad con especies de otros géneros de Amaryllidaceae como 
algunas encontradas en Argentina, Habranthus jamesonii SJ, Rhodophiala mendocina NQN, que 
presentan un IC50 2,0 ± 0,11 μg/mL y 2,0 ± 0,20 μg/mL respectivamente (Ortiz et al., 2012), se puede 
observar claramente que estas poseen una actividad inhibitoria mayor a la obtenida por P. brevifolia. 
Al comparar este resultado con el perfil de alcaloides identificados en CG-ME, se vuelve evidente la 
presencia de galantamina con un porcentaje mayor a 0,1, mismo que no resulta tan representativo. 
Por otra parte, el compuesto aún no identificado m/z 303*a; [M=303]*b, es el más abundante con 
33,49%, de modo tal que se asume la posibilidad de que sea un alcaloide distinto a galantamina pero 
con alta actividad inhibitoria para acetilcolinesterasa. 
Dentro de los alcaloides identificados crinina es considerada un neuroprotector, como lo determinó 
en el estudio ¨Actividad neuroprotectora e inhibitoria de la acetilcolinesterasa de cinco especies de 
Amaryllidaceae¨(Cortes et al., 2015), el cual presenta un uso potencia en el tratamiento previo de 
Alzheimer, mas no en inhibición de acetilcolinesterasa ya que presenta un IC50 de 461 ± 14. 
Por otro lado, se encuentra al alcaloide hamayna que presenta un IC50 de 553 ± 3, el cual al igual que 
crinina nos indica que no presenta inhibición sobre acetilcolinesterasa (Ikematsu et al., 2017).  
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Por tanto, se podría comparar con estudios donde galantamina no es el componente principal para la 
inhibición de acetilcolinesterasa. Así se encontró que: el estudio de Cortes et al, se reveló que el 
extracto alcaloidal de Zephyranthes carinata, presenta los alcaloides 3-epimacronina y licoramina, 
que son de interés para la inhibición de acetilcolinesterasa con un IC50 de 5,97±0,24 μg/mL. Esto 
indica que a pesar que el grupo de galantamina es conocido por su potencial utilidad en el tratamiento 
de Alzheimer, también otros alcaloides pueden ser selectivos para esta enfermedad(Cortes et al., 
2014), por lo tanto,  relacionando el resultado obtenido de Phaedranassa brevifolia con esta 
investigación se puede deducir que el compuesto en estudio podría ser el responsable de la actividad 
inhibitoria encontrada..  
3.4 Porcentaje de inhibición de BuChE por el extracto alcaloidal de Phaedranassa brevifolia. 
 
3.4.1 Primer screening de inhibición de BuChE del extracto alcaloidal de Phaedranassa 
brevifolia 
 
Se seleccionaron cuatro concentraciones iniciales, 1, 10, 50, 100 μg/mL, para definir posteriores 
concentraciones para el ensayo de inhibición de BuChE. Por consiguiente, se presenta los porcentajes 
de inhibición. 
 
Tabla 5-3. Porcentaje de inhibición de BuChE del primer  
screening del extracto de Phaedranassa brevifolia. 
Concentraciones del 
extracto alcaloidal 
(μg/mL) 
% de inhibición de 
BuChE 
1   -21,78±2,01  
10 -9,98±0,55 
50  12,29±1,38  
100 30,90±1,69 
                                      Realizado por: Jessica Robles, 2018 
 
Los resultados presentados en la Tabla 5-3 indican que el valor del IC50 del extracto alcaloidal es 
superior a los 100 μg/mL, por tanto se modifican las concentraciones para un segundo screening, que 
se muestran a continuación en la Tabla7-3.  
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     Tabla 6-3. Porcentaje de inhibición de BuChE del segundo  
screening del extracto de Phaedranassa brevifolia. 
Concentraciones del 
extracto alcaloidal 
(μg/mL) 
% de inhibición de BuChE 
5   -19,52±0,79  
10 -9,33±0,52 
25  -10,19±1,58  
50 2,42±0,29 
100 23,32±1,37 
150 36,26±0,52 
    Realizado por: Jessica Robles, 2018 
 
Los valores obtenidos del segundo screening, mostraron que el IC50 se encuentro por encima de los 
150 μg/mL, ya que siendo la máxima concentración tenemos un porcentaje de 36 % y el objetivo es 
obtener una inhibición del 50 %, por tanto se definieron las concentraciones definitivas, a emplearse 
en ensayos posteriores, 250, 200, 150, 100, 50, 25 μg/mL. 
 
Tabla 7-3. Resultados obtenidos de la actividad inhibitoria del extracto  
alcaloidal de Phaedranassa brevifolia sobre BuChE expresada como IC50 
Compuesto IC50μg/mL Butirilcolinesterasa 
(BuChE) 
Phaedranassa brevifolia 58,89±0,55 
R2= 0,97 
Galantamina* 5,00±0,36 
R2= 0,96 
                         El resultado es el promedio de 3 repeticiones 
                                   Realizado por: Jessica Robles, 2018 
 
Se evaluó la actividad inhibitoria de Phaedranassa brevifolia sobre la enzima butirilcolinesterasa. 
Este resultado surgió de la repetición por triplicado en 3 días consecutivos, monitoreando en 
simultáneo galantamina, como el compuesto de referencia, y el extracto alcaloidal. Con el resultado 
obtenido se calculó el IC50, de igual manera que se realizó con AChE.(Ikematsu et al., 2017).  
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El extracto de Phaedranassa brevifolia presenta una actividad inhibitoria sobre la enzima  
butirilcolinesterasa con un IC50 de 58,89±0,55 μg/mL, que en comparación al compuesto de referencia 
galantamina que tiene un IC50 de 5,00±0,36 μg/mL; es por esto que se considera activo para BuChE, 
como lo fue para AChE. Como se mencionó en el apartado anterior, este resultado puede atribuirse 
al compuesto aún no identificado m/z 303*a; [M=303]*b, ya que el porcentaje de galantamina no 
resulta muy representativo.  
Es importante tomar en cuenta que el género Phaedranassa solo se ha estudiado en Ecuador por el 
momento, siendo las únicas especies vegetales con las que se puede comparar, ya que se aplicado el 
mismo método modificado de Ellman et al, por consiguiente el estudio de, Phaedranassa cinérea 
presentó un IC50 de 108,50 ± 8,98 μg/mL (Salazar, 2017), Phaedranassa dubia con un IC50 de 114,96 ± 
4,94 μg/mL(Inca, 2017), Phaedranassa glauciflora con un IC50 de 323,62 ± 3,51 μg/mL (Baldeón, 2018) 
y Phaedranassa tunguraguae con un IC50 de 64,49 ± 1,34 μg/mL (Montero, 2018), permitiendo 
evidenciar que Phaedranassa, cuenta con destacable actividad inhibitoria frente BuChE, en unos 
casos y en otros, baja actividad.  
Como se puede apreciar los resultados de la actividad inhibitoria del extracto alcaloidal de P. 
brevifolia  es mucho mayor para AChE. En ese sentido, se ha demostrado en varios estudios que los 
alcaloides de la familia Amaryllidaceae inhiben bastante bien AChE y en menor medida BuChE, ya 
que muestran mayor selectividad por la primera enzima (Ortiz, 2016). 
Por otra parte, existen estudios de otro género de Amaryllidaceae, con actividad inhibitoria  
significativa frente butirilcolinesterasa como Galanthus cilicicus con un IC50 de 8,14 μg/mL (Kaya et 
al., 2017) y Narcisus poeticus con un IC5o de 23,0 ± 1,0 μg/mL (Bastida et al., 2002), valores muy cercanos 
al rango de galantamina entre 14 y 22 μg/mL (Ortiz, 2016). 
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CONCLUSIONES 
 
 Se efectuó la extracción de alcaloides del bulbo de la especie Phaedranassa brevifolia 
siguiendo un protocolo que se basó en cambios de pH y el uso de solventes orgánicos, 
obteniendo un rendimiento de extracción de 0,049 %. 
 
 La identificación del perfil alcaloidal por CG-EM determinó la presencia de 4 moléculas aun 
no identificadas, resultando el compuesto aún no identificado  m/z 303*a; [M=303]*b, como 
el más abundante (33,49 %) y 7 alcaloides conocidos, pancratinina C, haemantamina, 
vittatina/crinina, galantamina y 11-hydroxivittatina/hamayna, siendo éste el más 
representativo con 18,80% de abundancia. 
 
 El extracto alcaloidal de Phaedranassa brevifolia presentó una actividad inhibitoria alta 
frente a AChE y BuChE, expresados en un IC50 de 3,45±0,29 μg/mL y IC50 e 58,89±0,55 
μg/mL, respectivamente. Galantamina mostró una mayor actividad, cuyos valores fueron de 
IC50 de 0,30±0,02 μg/mL para acetilcolinesterasa e IC50 de 5,00±0,36 μg/mL para 
butirilcolinesterasa.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 36 
 
 
 
 
RECOMENDACIONES 
 
Se recomienda llevar a cabo investigaciones sobre las cuatro moléculas no identificadas, con el fin 
de determinar su identidad, ya que una de ellas presenta un alto porcentaje (33,49 %). 
Por otro lado, se conoce que Phaedranassa brevifolia se encuentra en el libro rojo de especies en 
peligro de extinción, por lo que se recomienda la iniciación de estudios, en conjunto con carreras 
afines a la temática, acerca de la micropropagación, conservación y cuidado del hábitat de la especie 
mencionada. 
Puesto que los alcaloides identificados presentan una actividad antitumoral, se recomienda a 
posterioridad, la ejecución de análisis exhaustivos de dichos alcaloides, con los que se pudiera, 
obtener nuevos fármacos destinados a tratar el cáncer de mama y leucemia. 
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ANEXOS 
ANEXO A: Recolección de la especie Phaedranassa brevifolia, entre Imbabura y Carchi  
 
 
 
 
 
  
 
 
 
Especie vegetal recolecta en etapa de crecimiento 
 
ANEXO B: Preparación del material vegetal 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Limpieza minuciosa y cortados en fragmentos pequeños del bulbo para proceder a secar. 
 
 
  
ANEXO C. Obtención del extracto crudo 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
Sonicación y filtrado del extracto crudo de Phaedranassa brevifolia. 
 
ANEXO D. Extracción de alcaloides de Phaedranassa brevifolia 
  
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
  
ANEXO E. Obtención del extracto de alcaloides totales. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ANEXO F. Determinación de la actividad inhibitoria enzimática 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
  
ANEXO G. Curva de inhibición de acetilcolinesterasa de la fracción alcaloidal de Phaedranassa 
brevifolia empleada en el cálculo del IC50  realizado en 3 días consecutivos 
 
 
Gráfica1. Ensayo de inhibición de AChE de la fracción alcaloidal (primer día) 
 
 
Gráfica2. Ensayo de inhibición de AChE de la fracción alcaloidal (segundo día) 
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Gráfica3. Ensayo de inhibición de AChE de la fracción alcaloidal (tercer día) 
 
ANEXO H. Curva de inhibición de butirilcolinesterasa de la fracción alcaloidal de Phaedranassa 
brevifolia empleada en el cálculo del IC50  realizado en 3 días consecutivos. 
 
 
 
Gráfica4. Ensayo de inhibición de BuChE de la fracción alcaloidal (primer día) 
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Gráfica5. Ensayo de inhibición de BuChE de la fracción alcaloidal (segundo día) 
 
 
Gráfica6. Ensayo de inhibición de BuChE de la fracción alcaloidal (tercer día) 
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ANEXO I. Contrato Marco de Acceso a los Recursos Genéticos No. MAE-DNB-CM-2015-0054 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
ANEXO J. Autorización de orden de movilización de especímenes Nro. MAE-CGZ1-DPAI-2018-
0016-O. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
ANEXO K. Guía de movilización de especímenes de flora silvestres  
 
 
